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論文内容要旨
序論
 シトクロムP450(P450あるいはCYPと略す)は、内在性および外来性の基質の一原子酸素添
 加反応を解媒する一群のヘムタンパク質に与えられた総称であり、ステロイドホルモンや胆汁酸
 の生合成、脂肪酸などの代謝および外来異物、薬物の酸化的解毒に関与している。このように幅
 広い反応性は、翼50分子種の多様性によるもので、現在までに200種類以上の分子種が知られて
 おり、塩基配列の相同性より約35のファミリーに分類されている。これらの分子種はそれぞれに
 特殊な発現様式を示し、その発現制御機構の解析が行われてきた。
 CYPlA1は環境由来の多環芳香族炭化水素化合物を代謝し、活性を有する発がん物質に変化さ
 せるP450であるが、最も転写調節機構の研究が進んでいるP450である。CYPiA1遺伝子の転写
 調節機構の研究において、遺伝子の構成的発現に必要なエレメントとして、GCボックスコンセン
 サス配列を含むBTE配列が同定された。GCボックスは真核生物において最も一般的に存在する調
 節配列のうちの1つであり、転写調節因子Sp重が結合することが知られているが、このBT廻に結
 合するタンパク質として、ラット肝よりSplおよびBTEBのcDNAクローンが単離された。推定
 アミノ酸配列によると、BT聡は224アミノ酸から成り、Splよりもかなり短いが、DNA結合ド
 メインであるZnフィンガー構造が3回繰り返された領域は両者の間で保存されており、72%の相
 同性を示した。しかし、それ以外の部分、転写活性化ドメインなどは相同性を示さなかった。GC
 ボックスに結合する因子は他にも、ヒトのSp2、Sp3、S酔および菖丁躯2がcDNAクローニン
 グされており、共通のカテゴリーに属する転写調節因子であると考えられている。これらの因子
 はみなC末端側にZnフィンガー構造を3回繰り返すDNA結合ドメインを持ち、その相同性は高
 いが、N末端側は相同性が低い。おそらくこれらの因子は、組織、時期、外部からの刺激などによ
 り異なった発現様式を示し、それぞれに特異的な役割を担っていると予想される。
 本研究では、P450の内でもその発現調節機構の解析がほとんど進んでいないフェノバルビター
 ル誘導型餌50に属すると考えられる新たな遺伝子を単離し、その構造を決定した。また、その遺
 伝子の5'一上流領域にも存在する転写制御配列RTEに結合する転写調節因子である駐TEBの遺伝
 子を単離して構造を決定し、その発現制御機構について明らかにした。
 第マ章
 新規のP450であるP4502B15(CY親凱5)をコードする遺伝子をラット遺伝子ライブラリーよ
 りラットCYP2ElcDNAをプローブとして単離した。その全構造を決定したところ、CY艶B15遺
 伝子は9個のエクソンからなるCYP2Bサブファミリーに共通の構造を有していた。推定アミノ酸
 配列を他のP450と比較したところ、CYP2Bサブファミリーとはどれとも70%以上の相同性を示し、
 CYP2Bサブファミリーに属すると結論された。また、5'一上流配列には転写調節因子Sp1や
 BTEBが結合する配列BTB、すなわちGCボックスやJun/Fosの二量体が結合することが知られて
 いるAP-1結合配列など色々な制御配列が存在していた。特徴的な長い(CA)nの繰り返し配列が存
 在したが、このような配列はZ型DNA構造をとることが知られている。こうした繰り返し配列は
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 長さに違いはあるものの、フェノバルビタール誘導型であるCYR2BiやCYP2R2などの遺伝子に
 も存在し、何らかの機能を有していると考えられた。CYP2R15もフェノバルビタールで発現が誘
 導されることが予想されたが、誘導に関与すると言われている臨rbieボックスは5'一上流配列には
 存在しなかった。おそらく動rbieボックス以外のフェノバルビタール誘導に関与する配列が存在
 すると考えられる。また、GCボックスは他の多くのP450遺伝子にも存在しており、基本的な転
 写に働いていると考えられた。
第慶章
 GCボックスに結合する新しい転写調節因子BTE建の遺伝子の第1イントロン以降を単離し、
 無botaによって報告されている遺伝子構造と合わせてその全構造を決定した。ラットBTB駐遺伝
 子は2個のエクソンから構成されていた。3'非翻訳領域にはポリA付加シグナルのコンセンサス
 配列と一致する配列が4か所存在した。精巣でのみ発現が見られた長さの短いmRNAは、これら
 のポリA付加シグナルの使い分けによるものと考えられた。
 遺伝子の転写効率はそれに働く転写調節因子の活性量により規定できる。すなわち、転写調節
 因子の発現量や調節というものが重要である。したがって、転写調節因子自身の発現調節機構を
 解析することにより、もとの遺伝子の発現調節を包括的に解明することが可能になる。GCボック
 スに結合する転写調節因子廷丁駐B遺伝子の転写調節機構を解析したところ、AおよびBの2か所の
 領域が転写において重要であることが明らかとなった。A領域には転写調節因子AR4とCIEBPの
 結合コンセンサス配列が重なって存在していた。それぞれの配列に変異を導入した結果、A貯一1結
 合配列の重要性が示された。細胞内シグナル伝達経路を通じてAP-iの活性化が起こると考えられ
 ているので、BT聡はA駐一1の伝達経路でA曾一1の下流に位置し、さらに下流の遺伝子の転写調節
 に働く可能性が示された。B領域にはA臥1結合コンセンサス配列と回文状構造の位置にGCボッ
 クス様配2か所およびCCAAT配列が存在していた。それぞれの配列に変異を導入した結果では、
 CCAAT配列が最も重要であり、またAP-1結合配列もある程度転写活性に寄与していたが、GC
 ボックス様配列はあまり影響がなかった。CCAAT配列には何らかのタンパク質が結合したが、
 この配列に結合することが知られているCIBBPやNF4ではなくそれ以外の因子であり、新しい
 転写調節因子である可能性が高かった。結局、BTEB遺伝子はこの〔〕CAAT配列に結合するタン
 パク質とAP-1によって転写調節を受けていると考えられた。
)
 第3章
 転写調節因子自身の発現調節機構という観点から、組織特異的および細胞特異的にBTEBの発
 現が、m艮NAレベルとタンパク質レベルで相関しないことに着目し、転写後調節の可能性につい
 てHeLa細胞およびN2A細胞を用いて検討した。その結果、調節は翻訳の段階でも起こっており、
 5'非翻訳領域が翫La細胞などでは翻訳阻害的に働くことが明らかとなった。特に、5'非翻訳領
 域中のAUG(uAUG)が阻害的に作用することが明らかとなった。その機構としては次のような
 モデルが考えられた。40Sリボソームサブユニットがキャブサイトから結合してmRNA上を走査
 し始めるが、HeLa細胞では途中のuAUGで走査が停止してしまい、βTEBの開始コドンのAUG
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 での80S開始複合体を生成できずタンパク質合成が起こらない。一方、N2A細胞でタンパク質合
 成が起こるモデルとしては、uAUGで40Sリボソームサブユニットの走査の阻害が起こらず通過
 して、開始コドンのAUGで80S開始複合体を生成してタンパク質合成が始まるか、または、
 uAUGで40Sリボソームサブユニットの結合と走査(lntemaliηitiation)によって、開始コド
 ンのAUGにおいて80S開始複合体を生成してタンパク質合成が始まる可能性が考えられた。
総括
 本研究では、新規のP450であるCYP2Bi5をコードする遺伝子を単離してその全構造を決定
 した。その結果、CY勲Bサブファミリーに属すると結論された。また、5'一上流配列にはBTE、
 すなわちGCボックスやA隅結合配列など色々な制御配列が存在していた。加えて、非常に特徴
 的な長い(CA)nの繰り返し配列が存在し、何らかの機能を有していると考えられた。
 次に、GCボックスに結合する新しい転写調節因子霧丁聡の遺伝子の第1イントロン以降を単
 離し、K曲otaによって報告されている遺伝子構造と合わせてその全構造を決定した。ラット
 BTEB遺伝子は2個のエクソンから構成されていた。
 BTEB遺伝子の転写調節機構を解析したところAおよび黎の2か所の領域が転写において重要
 であることが明らかとなった。A領域では、AP一旦結合配列の重要性が示された。9領域では、
 CCAAT配列が最も重要であり、またAP-1結合配列もある程度転写活性に寄与していた。結局、
 BTEB遺伝子はこのCCAAT配列に結合するタンパク質とA貯一iによって転写調節を受けている
 と考えられた。
 組織特異的および綴胞特異的にBT聡の発現がmRNAレベルとタンパク質レベルで相関しない
 ことに着目し、転写後調節の可能性について}{eLa細胞およびN2A細胞を用いて検討した。その
 結果、調節は翻訳の段階でも起こっており、5'非翻訳領域中のAUG(uAUG)が}{eLa細胞では
 翻訳阻害的に働くが、N2A細胞では影響が無いことが明らかとなった。
 このように翻訳の段階で発現が制御されている利点としては、生体の急な要求に対して迅速に
 応答できることが挙げられる。このような仕組みが必要であるということは、BT総は生体内で
 重要な働きを担っており、その発現レベルは状況に応じて鋭敏に上下しなければならないことを
 示唆している。昼丁聡の生体内での機能に関してはほとんど明らかとなっていないが、ショウジ
 ョウバエにおけるSplのホモローダである歌dが胚での頭部の分節化に関与するということや別
 のホモローダであるHtdが内胚葉の発生に必要であるということから考えても、BTEBも発生の
 段階で機能している可能性が高いと思われる。ジーンターゲティングによる臼TEB欠失マウス作
 製などによりBTEBの生体内での機能を明らかにすることが望まれる。
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L
γ 論文審査の結果の要旨
 本論文では、多様な分子種を生み出してきたシトクロムP450分子進化の解析及び組織特異的発
 現や誘導的発現の仕組みを解明する目的で、新規のR450である餌502B15(CYP2B15)をコー
 ドする遺伝子をラット遺伝子ライブラリーより単離してその全構造を決定した。推定アミノ酸配
 列を他のP450と比較したところ、CY腕Bサプファミリーはどれとも70%以上の相同性を示し、
 CYP2Bサブファミリーに属すると結論された。また、5'一にはBT廻、すなわちGCボックスや
 AP-1結合配列など色々な制御配列が存在していたがその機能は現在の所不明である。
 次に、CY貯2脱5遺伝子の上流にも存在する制御配列騒丁琶に結合する転写調節因子BTEBの遺
 伝子の第1イントロン以降を単離し、Kubotaによって報告されている遺伝子と合わせてその全構
 造を決定した。
 ラット駐TE駐遺伝子は2個のエクソンから構成されていた。
 駐丁龍遺伝子の転写調節機構を解析したところ、A(一595～一552)および駐(一163～一125)の2
 か所の領域が転写において重要であることが明らかとなった。A領域には転写調節因子AP.1と
 。聡伊の結合コンセンサス配列が重なって存在していた。それぞれの配列に変異を導入した実験
 の結果、A巨i結合配列の重要性が示された。8領域ではCCAAT配列が最も重要であり、また
 A登一1結合配列もある程度転写活性に寄与していた。結局、BTEβ遺伝子はこのCCAAT配列に結
 合するタンパク質とA駐一1によって転写調節を受けていることが明らかとなった。
 転写調節因子自身の発現調節機構という観点から、絽織特異的およぼ細胞特異的にBT鴎の発
 現がm鼠NAレベルとタンパク質レベルで相関しないことに着目し、転写後調節の可能性について
 騒eLa細胞および神経細胞由来のN2A細胞を用いて検討した。その結果、調節は翻訳の段階でも
 起こっており、5'非翻訳領域中のAUGがHeLa細胞では翻訳阻害的に働くが、N2A細胞では影
 響が無いことが明らかとなった。
 以上の結果は、本論文提出者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有す
 ることを示している。よって中山佳都夫提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認め
 る。
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